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基础 研究 
八 氯 代 二 本 并 二 咀 瑞 对 小 刀 蛙 丸 组 织 基 因 表达 谱 的 影响 
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摘要 :目的 探讨 八 氧 代 二 葵 并 二 咀 英 (OCDD ) 对 雄性 小 鼠 学 丸 基 因 表 达 谱 改变 的 影响 。 方 法 20 只 雄性 CBL/6j 小 鼠 , 随 机 分 
为 对 照 组 (玉米 油 ).OCDD 低 剂量 组 (1.25x10* g/mL) .中 剂量 组 (1.25x105 g/mL) 和 高 剂量 组 (1.25x10” g/mL ) ,每 天 灌 胃 1 次 ， 
连续 灌 胃 30 d 后 睾丸 取材 ,应 用 基因 芯片 技术 比较 不 同 浓度 OCDD 染 毒 组 和 对 照 组 雄性 小 鼠 坚 丸 基因 表达 差异 。 结 果 与 对 照 
组 相 比 , 低 剂量 组 和 对 照 组 差异 基因 总 数 1 133 个 ,上 调 659 个 ,下 调 474 个 ;中 剂量 组 和 对 照 组 差异 基因 数 978 个 ,上 调 487 个 ， 
下 调 491 个 ;高 剂量 组 和 对 照 组 的 差异 基因 数 895 个 ,上 调 424 个 ,下 调 471 个 。 结 论 亚 慢 性 OCDD 暴 露 后 对 小 鼠 的 墨 丸 相关 基 
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因 表 达 造 成 影响 ,提示 举 九 可 能 是 OCDD 毒性 作用 的 丢 顺 官 。 
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Effect of 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9-octachlorodibenzo-p-dioxin on testicular gene expression 
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Abstract: Objective To investigate the effect of 1,2,3,4,6,7,8,9-octachlorodibenzo-p-dioxin (OCDD) on the testicular gene 
expression profile in the testis of mice. Methods Twenty male C57BL/6j mice were randomly divided into normal control 
group (fed with maize oil) and 3 OCDD groups treated with OCDD by gavage for 30 days at low-, moderate-, and high doses 
of 1.25x10*, 1.25 x10", and 1.25 x10" g/mL, respectively (8 mL/kg daily). The testicular gene expression profiles of the mice were 
investigated using gene chip technique and compared between OCDD-exposed groups and the control group. Results 
Compared with the control group, the mice in low-dose OCDD group showed 1133 differentially expressed genes, including 


659 up-regulated and 474 down-regulated ones; in the moderate-dose OCDD group, 978 genes were differentially expressed, 
including 487 up-regulated and 491 down-regulated ones; in the high-dose group, 895 genes were differentially expressed, 


including 424 up-regulated and 471 down-regulated ones. Conclusion The effect of sub-chronic exposure to OCDD on 
testicular gene expression profiles in male C57BL/6j mice indicates that the testis is probably the target organ of OCDD. 
Key words: 1, 2, 3, 4, 6 7, 8, 9-octachlorodibenzo-p-dioxin; testis; gene expression; gene chip 


二 吐 英 是 一 类 毒性 极 高 结构 和 性 质 相似 的 持久 性 
环境 污染 物 的 总 称 ,包括 多 毛 代 二 茶 并 二 路 天 和 多 氧 代 
二 茶 并 味 喃 ,其 极 难 溶 于 水 , 易 在 环境 中 及 生物 体内 富 
集 "。 二 吐 英 因 其 生殖 毒性 致癌 性 \ 肝 毒性 免疫 毒性 
等 对 人 类 的 健康 造成 很 大 的 威胁 而 备 受 关注 ,在 这 
些 毒 性 效应 中 ,生殖 毒性 已 成 为 近年 来 人 们 关注 的 研究 
热点 ”。 二 吐 英 能 够 影响 尝 丸 的 发 育 ,精子 的 活力 及 子 
RERET, 

2,3,7,8- 四 氧 代 二 葵 并 二 吐 英 是 迄今 为 止 人 类 已 
知 的 毒性 最 强 的 化 合 物 , 有 "“ 毒 中 之 王 ” 的 称号 ,因此 受 
到 人 们 的 高 度 关 注 , 且 对 其 毒性 效应 的 研究 较 多 。 
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Octachlorodibenzo-p-dioxin, 简 称 OCDD) 的 毒性 较 小 ， 
但 其 环境 分 布 更 为 广泛 ,含量 更 多 ,逐渐 成 为 危害 人 类 
的 潜在 杀手 。 目 前 ,对 其 研究 的 报道 较 少 ,本 课题 组 研 
究 了 OCDD 对 肝脏 及 心脏 的 影响 *"。 随 着 环境 污染 越 
来 越 严重 ,男性 精子 数量 和 质量 明显 下 降 , 不 育 症 的 发 
病 率 在 逐年 增加 ,类 雌 激 素 作 用 的 二 吐 英 类 化 合 物 在 其 
中 所 产生 的 影响 不 容 忽 视 。 

因此 ,本 研究 利用 基因 芯片 技术 分 析 不 同 浓 度 
OCDD 暴露 后 引起 基因 表达 谱 的 变化 ,为 探讨 OCDD 
对 雄性 生殖 毒性 的 机 制 及 毒性 分 子 靶 标的 探寻 提供 了 
重要 的 依据 。 


1 材料 和 方法 
1.1 试剂 
OCDD 标 准 品 (批号 为 3268-87-9 ,浓度 为 98.2%， 
美国 Accu Standard 公 司 )。 
1.2 仪器 
小 鼠 全 基因 表达 谱 芯 片 (包含 全 部 小 鼠 基因 组 信 
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息 , 共 41 253 条 小 鼠 基因 ,美国 安捷伦 公司 ). 2100 型 忆 
片 生物 分 析 仪 (美国 安捷伦 公司 ),G2545A 型 扫描 仪 ( 美 
国安 捷 伦 公 司 )。 
1.3 实验 动物 及 分 组 

7~8 周 龄 SPF 级 C57BL/6j 雄性 小 鼠 20 只 ,体质 量 
为 (25+3)g, 购 自 苏 州 爱 尔 麦 科技 有 限 公司 ,动物 合格 证 
号 SCXK( 苏 )2009-0001。 随 机 分 为 低 (1.25x10* g/mL), 
中 (1.25x10” g/mL) 高 剂量 (1.25x10* g/mL)OCDD £H 
和 对 照 组 (每 组 5 只 ) ,对 照 组 只 给 予 玉米 油 。 每 天 进行 
染 毒 1 次 , 染 毒 容量 为 8 mL/kg, 灌 胃 染 毒 连续 30 d。 动 
物 人 饲养 在 河南 省 生物 精神 病 学 重点 实验 室 ,动物 房 合格 
证 号 SYXK( 豫 )2009-0002, 分 般 饲 养 ,光照 和 黑暗 各 
12 h, 自 由 饮水 和 摄食 ,观察 其 饮食 量 活动 \ 饮 水量、 毛 
发 .大便 等 情况 。 
1.4 样品 的 制备 

染 毒 结束 后 ,采用 颈椎 脱 四 的 方法 处 死 坛 验 小 鼠 并 
快速 取出 墨 丸 组 织 , 用 灭 菌 的 PEPC 水 进行 冲洗 并 放 人 入 
已 编号 的 冻 存 管 中 ,然后 在 液 氮 中 速冻 1h 后 置 于 -80 "C 
冰箱 保存 备用 。 
1.5 基因 芯片 检测 

从 举 刀 组 织 中 采用 Trizol 法 抽 提 总 RNA, 按 照 试 
剂 盒 说 明 书 的 要 求 进行 。 使 用 QIAGENRN easy? Kit 纯 
化 总 RNA。 然 后 ,使 用 NanodropND-1000 及 Agilent 
BioAnalyzer 2100 进 行 总 RNA 质 检 。 芯 片 杂 交 :cDNA 
的 合成 .<RNA 的 制备 .Cy3 单 色 菊 光标 记 、 标 记 产 物 的 
片段 化 等 均 按 照 美国 安捷伦 公司 的 基因 芯片 杂交 标准 
流程 进行 。 芯 片 杂 交 过 程 与 数据 采集 由 上 海 伯 肾 生物 
技术 有 限 公司 芒 片 杂交 平台 完成 。 
1.6 统计 学 处 理 

基因 表达 信号 经 归 一 化 后 ,各 处 理 与 对 照 信号 值 进 
行 比 对 , 若 fold change 变化 的 比值 =2.0 为 该 基因 表达 
上 调 , 比 值 <-2.0 则 该 基因 表达 下 调 ,以 此 筛选 出 每 组 对 
比 中 的 差异 表达 基因 。 登 陆 上 海 伯 豪 生物 公司 的 SAS 
分 析 系 统 (http://www.shanghaibiotech.com) 进 行 数 据 
分 析 。 差 异 基因 的 表达 趋势 分 析 采 用 STEM (Short 
Timeseries Expression Miner) 软 件 进行 。 自 组 织 映射 
R 类 (self-organizing maps, SOM) 分 析 采 用 Gene 
Spring 11.02( 美 国安 捷 伦 公司 ) 软 件 完成 。 


表 2 OCDD 染 毒 对 小 鼠 体 质量 的 影响 


1.7 实时 荧光 定量 PCR 

随机 选择 6 个 差异 表达 基因 进行 实时 殉 光 定量 
PCR (Quantitative Real-time PCR) 以 验证 基因 芯片 实 
验 结果 。 所 选 基因 及 其 引物 详 见 表 1。 以 总 RNA 为 模板 ， 
利用 SuperScript Il reverse transcriptase (Invitrogen 
Corp, Carlsbad, CA, X H ) 4 J cDNA 第 一 条 链 。 
Quantitative Real-time PCR (qRT-PCR) 按照 SYBR 
Green Real-time PCR Master Mix 试剂 盒 的 说 明 操 作 
(TAKARA)。 反 应 程序 如 下 :95 C 5 min 进 行 预 变性 ; 
95 C 10 s,58 C 10 s,72 C 20 s, 进 行 40 个 循环 。 反 应 
在 ABI 7300 欧 光 定 量 PCR 仪 上 进行 , 设 cDNA 样品 3 
次 重复 ,利用 2^*“ 相 对 定量 法 计算 相对 表达 量 。 


表 1 qRT-PCR 所 用 引物 
Tab.1 Primers used for qRT-PCR 


Product 


Name Sequence length (bp) 


F5'-CCAGGATGGCGATAAGAAGAT-3' 
C3 199 
R 5-TGCCTCTACCATGTCACTACCT-3' 


F 5'- AGTCCCTCAACTACAGCGTCTAT-3' " 

TIEI 17 
R 5- ACTTCGTCATCGCAGTTTCG-3' 

F5-TCCCCAGTCTCAAGTATGTTCG-3' 

GPX3 196 
R 5-CAGCGGATGTCATGGATCTT-3' 

F 5-CTTCGGCAGGCCATACATAG-3' 

KRT78 231 
R 5-CACATCCAGGGACAACTTCG-3' 

F 5-AGCCACATGCCCTATACAGAC-3' 

Cyp2c29 223 
R5'-CATTCCCATTTAGAAAGTGCC-3' 
F5'-GCCCCATTTACAGGGAGAAQG-3' 

Cyplla 219 

R 5-TCACCTCTTGGTTTAGGACGAT-3' 
F 5-ATTCAACGGCACAGTCAAGG-3' 


GAPDH 203 
R 5-CGGAGATGATGACCCTTTTG-3' 


2 结果 
2. 一 般 观察 

研究 发 现 ,在 染 毒 的 前 期 ,各 组 小 鼠 的 饮水 .进食 、 
毛色 ,活动 及 大 便 等 都 没有 明显 的 异常 ,但 在 染 毒 的 中 
后 期 ,发 现在 中 、 高 剂量 OCDD 组 中 的 部 分 小 鼠 的 毛发 
杂乱 并 失去 光泽 ,但 在 饮食 、 活 动 和 体重 等 均 没 有 明显 
改变 ( 表 2)。 


Tab.2 Effect of sub-chronic exposure to OCDD on body weight of the mice (g, n=20, MeanzSD) 


Group 0 day 10 day 20 day 30 days 

Control group 25.44*2.25 23.46x0.92 26.00+2.6 26.94+0.86 
Low concentration group 26.26+1.44 24.82+1.62 25.06+1.10 26.26+2.11 
Moderate concentration group 26.04x1.67 24.28+3.00 24.66+0.90 26.05+0.90 
High concentration group 25.88+2.50 23.08+3.08 24.04+2.02 25.46+1.36 
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G3). 
2.3 差异 基因 功能 分 析 
不 同 浓度 OCDD 染 毒 组 和 对 照 组 共同 的 2 倍 以 上 
差异 表达 基因 为 385 个 。 生 物 信息 学 分 析 显 示 与 7 类 功 
能 密切 相关 :与 分 子 结合 (binding) 相 关 的 有 203 个 ,与 
众 化 活性 (catalytic activity) 相 关 的 有 78 个 ,与 分 子 转 导 
活性 (molecular transducer activity) 相 关 的 有 34 个 ,与 
运输 活性 (transporter activity) 相 关 的 有 23 个 ,与 酶 调节 
活性 (enzyme regulator activity) 相 关 的 有 17 个 ,与 转录 


表 3 OCDD 染 毒 对 雄性 小 鼠 瞧 丸 基因 表达 谱 


调控 因子 (transcription regulator) 相 关 的 有 17 个 ,与 分 
子 结构 活性 (structural molecule activity) 相 关 的 有 13 
个 。 根 据 与 对 照 组 相 比 , 低 、 中 、 高 OCDD 组 的 基因 表达 
变化 一 致 , 列 出 5 个 上 调 基 因 和 5 个 下 调 基 因 ( 表 4)。 
ANKRD42、KRT78、RRAD、FAF1 及 芳香 烃 受 体 (aryl 
hydrocarbon receptor, AhR) 相关 的 基因 (Cyp2el、 
Cyp2c29、Cyplla) 均 上 调 , 而 CEACAM10、GPX3、 
Lum, TIE1 及 IGFBP-5 发 生 下 调 。 另 外 ,还 发 现 部 分 基 
因 如 脂肪 细胞 型 脂肪 酸 结合 蛋白 基因 (FABP4)、 脂 蛋白 
脂 酶 (LPL) 及 钙 粘 蛋白 16(CDH16) 等 ,在 低 浓度 OCDD 
时 表达 发 生 下 调 , 在 中 浓度 和 高 浓度 时 表达 上 调 。 


9 影响 


Tab.3 Effect of sub-chronic exposure to OCDD on testicular gene expression profiles in male mice 


Group Up-regulated genes Down-regulated genes Total 
Control group- Low concentration group 659 474 1133 
Control group- Moderate concentration group 487 491 978 
Control group- High concentration group 424 471 895 
Control group- Low concentration group 385 


Up-regulated gene: Fold change =2.0; Down -regulated gene: Fold change<-2.0. 


表 4 差异 表达 基因 
Tab.4 Differentially expressed genes 


Probe name Fold change Regulation Gene name 
A. 52, P130642 40.47 Up Ankyrin repeat domain 42 (ANKRD42) 
A. 52 P311168 10.58 Up Keratin 78 (KRT78) 
A. 51. P240253 6.95 Up Ras-related associated with diabetes (RRAD) 
A. 52, P678183 5.82 Up Fas-associated factor 1 (FAFI) 
A 52 P475697 2.46 Up Cytochrome P450, 11a (Cyplla) 
A. 52 P134195 -23.41 Down CEA-related cell adhesion molecule 10 (CEACAMIO) 
A. 51. P292008 -12.12 Down Glutathione peroxidase 3 (GPX3) 
A 51 P167527 -5.51 Down Lumican (Lum) 
A_52_P281702 -4.82 Down Insulin-like growth factor binding protein 5 (IGFBP-5) 
A_51_P177171 -9.53 Down Tyrosine kinase receptor 1 (TIE1) 
2.4 qRT-PCR 3 Wit 


为 检验 基因 芯片 检测 结果 的 准确 性 ,在 差异 表达 基 
中 ,随机 挑选 了 3 个 上 调和 3 个 下 调 基因 作为 验证 基 
,进行 qRT-PCR 的 验证 。 结 果 表明 基因 芯片 技术 对 
基因 表达 检测 的 准确 性 较 高 (图 1)。 


本 研究 发 现 ,OCDD 各 个 浓度 组 均 可 导致 别 丸 基 
因 改 变 , 各 实验 组 与 对 照 组 共同 差异 基因 2 倍 以 上 达 
385 个 ,说 明 OCDD 对 小 鼠 抢 丸 有 一 定 影响 ,和 先前 报 
道 的 OCDD 为 一 种 无 毒性 的 化 合 物 结果 不 一 致 ", 但 这 
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C2 Gene chip 
Wl Real-time PCR 


Fold change 
o 


KRT78 Cyp2c29 Cyplla C3 


TIE1 GPX3 


图 1 Real-time PCR 鉴定 的 结果 
Fig.1 Real-time PCR results. 


种 影响 是 OCDD 直接 作用 于 举 丸 所 致 ,或 有 其 它 旁 分 
泌 路 径 还 不 清楚 。 与 对 照 组 相 比 , 低 剂量 组 基因 数量 改 
变 较 多 ,改变 基因 数量 多 达 1133 个 ,而 在 中 、 高 剂量 组 
中 ,基因 的 改变 数量 减少 ,我 们 推测 有 可 能 是 由 于 毒物 
的 兴奋 效应 所 致 ,现在 普遍 认为 毒物 兴奋 效应 是 生物 体 
的 一 种 适应 性 反应 , 即 在 臻 毒 因素 的 不 同 剂 量 或 强度 
范围 ,生物 具有 不 同 的 剂量 -反应 关系 。 一 般 将 毒物 兴 
奋 效 应 定义 为 化 学 物 对 生物 体 在 高 剂量 时 表现 负面 影 
响 , 但 在 低 剂量 时 却 表现 为 有 益 作 用 的 现象 "。 因 此 ， 
研究 有 毒 有 害 因素 对 基因 组 表达 谱 的 影响 ,对 于 深入 探 
讨 环境 因素 毒性 作用 的 分 子 机 理 及 其 防护 有 重要 价值 。 

采用 基因 芯片 技术 研究 OCDD 暴露 引起 的 小 鼠 尝 
九 基 因 表达 谱 的 变化 ,发 现 了 大 量 的 差异 表达 基因 。 结 
果 显 示 ,OCDD 对 小 鼠 学 丸 基 因 表达 的 影响 是 复杂 的 。 
目前 为 止 , 已 知 的 二 唾 英 等 芳香 烃 化 合 物 对 机 体 的 作用 
机 制 主要 是 通过 细胞 质 内 的 芳香 烃 受 体 (AhR) 介 导 。 
当 芳 香 烃 类 化 合 物 作 用 于 细胞 后 ,其 通过 被 动 扩散 的 方 


肪 酸 的 变化 是 影响 顶 体 反 应 的 重要 因素 "。FABP4 是 
脂肪 酸 结合 蛋白 家 族 成 员 之 一 ,LPL 是 调控 脂 类 代谢 的 
关键 基因 。FABP4 LPL 在 精子 发 生发 育 过 程 的 脂肪 
酸 动态 变化 中 及 顶 体 反应 发 挥 一 定 的 作用 ,从 而 影响 精 
子 发 生 和 发 育 "”" 。 在 本 研究 中 发 现 FABP4、LPL 在 
OCDD 低 剂量 时 呈 下 调 表达 ,在 中 ,高 剂量 时 这 两 个 基 
的 表达 呈现 上 调 。 众 所 周知 ,TCDD 毒性 较 强 ,对 精 
子 发 生 的 危害 较 大 ,而 OCDD 毒 性 较 弱 ,长 时 间 低 剂量 
暴露 对 生殖 央 官 引起 的 毒性 反应 更 应 得 到 更 大 的 关注 。 

OCDD 暴露 影响 大 量 与 精 原 细胞 生长 分 化 相关 的 
基因 ,发 现 这 些 基因 主要 是 涉及 信和 号 转 导 基因 转录 及 
细胞 凋 亡 等 不 同 层次 ,不同 功能 的 基因 。 这 些 基 因 参 与 
多 种 生物 学 过 程 ,具有 分 子 结合 .催化 活性 及 运输 活性 
等 功能 ,形成 分 子 调控 网 络 。 正 常生 理 状况 下 ,体内 性 
激素 水 平 维持 动态 平衡 对 维持 正常 生殖 功能 具有 非常 
重要 的 作用 。 进 一 步 分 析 数 据 发 现 ,生长 激素 受 体 
(GHR) \ 促 性 腺 激素 释放 激素 (GnRH) .甲状 腺 激素 应 
答 Spot14 基 因 (THRSP) 及 绒毛 膜 生长 激素 2(CSH2) 的 
表达 在 本 研究 中 呈现 差异 表达 。 生 长 激素 受 体 (GHR)、 
及 绒毛 膜 生长 素 (CSH) \ 促 性 腺 激素 释放 激素 (GnRH) 
和 甲状 腺 激素 应 答 Spot14 基 因 (THRSP) 的 表达 在 本 研 
究 中 呈现 差异 表达 。 正 常生 理 状况 下 ,体内 性 激素 水 平 
维持 动态 平衡 对 维持 正常 生殖 功能 具有 非常 重要 的 作 
用 。 生 长 激素 (GH) 和 CSH 是 同 源 激素 ,促进 促 性 腺 激 
素 分 泌 , 增 加 性 腺 对 促 性 腺 激素 的 敏感 性 "”""。GHR E 
因 芯 除 的 雄性 小 鼠 繁 殖 力 降低 , 潮 酮 分 泌 下 降 ”。 符 丸 
的 功能 受 垂体 前 叶 促 性 腺 激素 的 调控 ,GnRH 刺激 垂体 
产后 的 LH 可 促进 学 丸 间 质 细胞 分 沁 雄 性 激素 ;FSH 主 
要 作用 于 生 精 细胞 和 支持 细胞 2 7. SR OCDD 慢性 


式 进 入 胞 浆 , 并 和 AhR 结 合 后 进入 细胞 核 , 同 芳香 烃 受 
体 核 转 位 蛋白 (Arnt) 共 同 作用 于 DNA 共 有 序列 外 源 性 
反应 元 件 序列 (XRE), 从 而 上 调 下 游 目 的 基因 的 表达 ， 
如 细胞 色素 PA501A 1 和 谷 胱 冉 肽 -S- 转 移 酶 六 等 。 芳 
香 烃 类 化 合 物 对 机 体 的 毒性 作用 可 能 是 由 于 
AhR-Arnt 复 合 物 改变 了 基因 的 转录 。 先 前 研究 TCDD 
的 心脏 影响 发 现 ,TCDD 可 增加 胎 鼠 心肌 中 AhR 下 游 基 
Cypl1Al1、Cyp1B1、AhR 阻 抑 物 (Ahrr) UDP 葡萄 糖 
转移 酶 (Ugt1a6) 和 乙 醛 还 原 酶 3(Adh-3) 的 表达 "”, 但 
Z AhR 调节 的 Cypla2 . 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 Ya(Gstal) 和 
NAD(P)H 梗 氧化 还 原 酶 (Nqol) 基 因 表 达 没 有 改变 "”。 
在 本 研究 中 发 现 OCDD 慢 性 暴露 使 AhR 下 游 的 P450 
相关 的 基因 如 Cyp2el、Cyp2c29、Cypl1la 均 上 调 , 而 谷 
胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 GPX3 发 生 下 调 , 说 明 OCDD 慢性 
暴露 影响 以 P450 相 关 基 因为 核心 的 代谢 通路 。 

顶 体 反应 是 精子 的 发 生 过 程 中 非常 重要 的 一 个 环 
节 。 要 使 精子 受精 是 必须 先 发 生 顶 体 反应 。 脂 类 和 脂 


俊 露 可 能 扰乱 了 下 丘脑 -垂体 -学 九 性 腺 轴 的 正常 调节 机 
制 ,性 激素 水 平 凑 乱 可 能 是 OCDD 所 致 异常 生殖 功能 
障碍 的 主要 原因 之 一 。 

总 之 ,OCDD 亚 慢性 暴露 影响 了 小 女 举 九 组 织 相 
关 基 因 的 表达 ,不 同 浓度 的 OCDD 导致 基因 表达 的 差 
异 从 而 有 助 于 生殖 毒性 机 制 的 理解 ,对 毒性 靶 标 的 确定 
也 提供 了 重要 的 科学 依据 。 
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